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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Strukturprotein von Adeno-assoziiertem Virus, das mindestens eine Mu- 
tation enthalt, die eine Veranderung der chromatographischen Eigenschaften bewirkt, seine Herstellung und Verwen- 
5 dung. 

[0002] Das AAV-Virus gehort zur Familie der Parvoviren. Diese zeichnen sich durch ein ikosaedrisches, unbehulltes 
Kapsid mit einem Durchmesser von 18 bis 30 nm aus, welches eine lineare, einzelstrangige DNA von ca. 5 kb enthalt. 
Fur eine effiziente Vermehrung von AAV ist eine Coinfektion der Wirtszelle mit Helferviren, beispielsweise mit Adenoviren, 
Herpesviren oder Vacciniaviren erforderlich. In Abwesenheit eines Helfervirus geht AAV in einen Latenzzustand uber, 

10 wobei das Virusgenom in der Lage ist, stabil in das Wirtszellgenom zu integrieren. Die Eigenschaft von AAV, in das 
Wirtsgenom zu integrieren, macht es als Transduktionsvektor fur Saugetierzellen besonders interessant. Fur die Vek- 
torfunktionen genugen im allgemeinen die beiden ca. 145 bp langen invertierten terminalen Wiederholungssequenzen 
(ITR: "Inverted Terminal Repeats"). Sie tragen die "cis" notwendigen Signale fur Replikation, Verpackung und Integration 
in das Wirtszellgenom. Zur Verpackung in rekombinante Vektorpartikel wird ein Helferplasmid, welches die Gene fur 

15 nicht-strukturelle Proteine (Rep-Proteine) und fur strukturelle Proteine (Cap-Proteine) tragt, in verpackungsgeeignete 
Zellen, z.B. HeLa- oder 293-Zellen, transfiziert, die hierauf beispielsweise mit Adenovirus infiziert werden. Nach einigen 
Tagen erhalt man ein Lysat, welches rekombinante AAV-Partikel enthalt. Geeignete Helferplasmide sind z.B. bei Chiorini 
et al., (1995) Hum. Gene Ther. 6, 1531-1541 oder Girod et al. (1999), Nat. Med. beschrieben. 

[0003] Das AAV-Kapsid besteht aus drei verschiedenen Proteinen: VP1, VP2 und VP3, deren relative Anteile 5% 

20 VP1 , 5% VP2 und 90% VP3 sind. Die AAV-Kapsidgene sind am rechten Ende des AAV-Genoms lokalisiert und werden 
durch uberlappende Sequenzen desselben offenen Leserahmens (ORF) unter Verwendung verschiedener Startkodons 
sowie zweier unterschiedlich gespleiBter Transkripte kodiert. Das VP1 -Gen enthalt die ganze VP2-Gensequenz, welche 
wiederum die ganze VP3-Gensequenz mit einem spezifischen N-terminalen Bereich enthalt. Die Tatsache, daB die 
uberlappenden Leserahmen fur alledrei AAV-Kapsid-Proteine kodieren, istfurdie obligatorische Expression aller Kapsid- 

25 Proteine, wenn auch zu unterschiedlichen Anteilen, verantwortlich. 

[0004] Die Molekularmassen der Kapsid-Proteine sind 87 kD fur VP1 , 73 kD fur VP2 und 62 kD fur VP3. Die Sequenzen 
der Kapsidgene sind in Srivastava, A. et al. (1983), J. Virol., 45, 555-564; Muzyczka, N. (1992), Curr. Top. Micro. 
Immunol., 158, 97-129, Ruffing, N. et al. (1992), J. Virol., 66, 6922-6930 oder Rutledge, E. A. et al. (1998) J. Virol. 72^ 
309-319 beispielsweise beschrieben. Die physikalische und genetische Karte des AAV-Genoms ist beispielsweise bei 

30 Kotin, R. M. (1994), Human Gene Therapy, 5, 793-801 beschrieben. 

[0005] Zudem sind verschiedene AAV-Serotypen bekannt, von denen der menschliche AAV-Serotyp 2 (AAV2) am 
besten untersucht ist. In diesen Analysen zeigte sich, daB AAV Viren als virale Vektoren vorteilhafte Eigenschaften fur 
die somatische Gentherapie besitzen. Die wesentlichen Vorteile sind die fehlende Pathogenitat fur den Menschen, die 
stabile Integration viraler DNA in das zellulare Genom, die Fahigkeit, nicht teilende Zellen zu infizieren, die Stabilitat des 

35 Virions, was die Aufreinigung zu hohen Titern (10 13 bis 10 14 Partikel pro ml) ermoglicht, die geringe Antigenitat sowie 
das Fehlen viraler Gene und Genprodukte im rekombinanten AAV-Vektor, was unter Sicherheitsaspekten fur die Ver- 
wendung in der Gentherapie vorteilhaft ist. Die Klonierung von Genen in den AAV-Vektor erfolgt mittlerweile nach den 
dem Fachmann allgemein bekannten Methoden, wie sie z.B. in WO 95/ 23 867, bei Chiorini, J. A. et al. (1 995), Human 
Gene Therapy, 6, 1531-1541 oder bei Kotin, R. M. (1994), supra, beschrieben sind. 

40 [0006] Fur die Verwendung von AAV als viralen Transduktionsvektor werden im allgemeinen hohe Titer an rekombi- 
nanten AAV-Partikeln benotigt. Durch die naturgegebene, verhaltnismaBig geringe Produktion von Partikeln ist ein Weg, 
hohe Titer zu erzielen, eine effiziente Anreicherung der Partikel. Des weiteren mussen die Partikel insbesondere fur in 
vivo Anwendungen moglichst frei sein von Verunreinigungen, die aus zellularen Bestandteilen, DNA, Proteine, Helferviren 
und Mediumbestandteilen bestehen konnen. Somit ist es notwendig, eine verbesserte Aufreinigung fur AAV-Partikel zur 

45 Verfugung zu haben. 

[0007] Ein grundlegende Moglichkeit zur Aufreinigung bietet die Chromatographie. Bei diesem physikalischen Trenn- 
verfahren erfolgt die Stofftrennung durch Verteilung zwischen einer stationaren und einer mobilen Phase. Anhand der 
physikalischen Vorgange laBt sich die Chromatographie in zwei Gruppen einteilen, die Adsorptionschromatographie mit 
einem Feststoff als stationarer Phase und die Verteilungschromatographie bei zwei nicht miteinander mischbaren Pha- 

50 sen, wobei meist Mischformen vorkommen. Das Trennverhalten eines Stoffes in der Chromatographie hangt dabei von 
seinen chromatographischen Eigenschaften ab, insbesondere seiner GroBe, seiner Ladung, seinem Adsorptionsver- 
halten, so seiner spezifischen Affinitat, seiner Hydrophobizitat, etc. Damit bieten die chromatographischen Eigenschaften 
einen zentralen Ansatzpunkt, um uber eine Veranderung eine Verbesserung der Aufreinigung und damit beispielsweise 
eine Anreicherung oder hohere Reinheit zu erzielen, wobei bereits eine reine Veranderung, beispielsweise gegenuber 

55 dem Wildtyp, eine Trennung und damit bessere Aufreinigung erlauben kann. 

[0008] Aufreinigungsverfahren fur AAV, insbesondere mittels Chromatographie, sind beispielsweise in WO 97/08298 
beschrieben, eine Mutation der Strukturproteine von AAV aber nicht. Des weiteren wird in WO 96/00587 auf AAV-Kapsid- 
Fusionsproteine hingewiesen, die mit der Kapsidbildung nicht interferieren und heterologe Epitope klinisch relevanter 
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Antigene enthalten sollen, wodurch aber lediglich eine Immunantwort induziert werden soil. Die Veroffentlichung enthalt 
auGerdem nur einen allgemeinen Hinweis auf die Fusionsproteine ohne nahere Angaben zur Ausfuhrbarkeit, insbeson- 
dere zu geeigneten Insertionsstellen. Eine Anderung chromatographischer Eigenschaften insbesondere zur Verbesse- 
rung der Aufreinigung, z.B. durch Anderung der Affinitaten, wird aber nicht beschrieben. 
5 [0009] Aufgabe der vorliegenden Anmeldung war es daher, die Reinigungseigenschaften des AAV-Virus, insbeson- 
dere eines Strukturproteins, gegenuber dem Wildtyp zu verandern. 

[0010] Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daG Struktur- bzw. Kapsid-Proteine von AAV so modifiziert werden 
konnen, daG dadurch eine Anderung der chromatographischen Eigenschaften bewirkt wird. 

[001 1] Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft daher die Verwendung eines Strukturproteins von Adeno- 

10 assoziiertem Virus (AAV) fur die Aufreinigung von AAV und/oder AAV-Partikeln, wobei das Strukturprotein mindestens 
eine Mutation in Form einer Insertion enthalt, die eine Anderung der chromatographischen Eigenschaften des Virus 
bewirkt und die nach mindestens einer Aminosaure in der Sequenz ausgewahlt aus YKQIS SQSGA, YLTLN NGSQA, 
YYLSR TNTPS, EEKFF PQSGV, NPVAT EQYGS, LQRGN RQAAT, NVDFT VDTNG lokalisiert ist. Dabei ist bevorzugt, 
daG die Anderung der chromatographischen Eigenschaften eine Verbesserung der Aufreinigung ermoglicht, insbeson- 

15 dereeine Anreicherung des Virus, bevorzugt der Virus-Partikel, zu hoheren Titern, eine Aufreinigung zugroGerer Reinheit 
und/oder eine effizientere Aufreinigung. Durch die veranderten chromatographischen Eigenschaften kann beispielsweise 
ein spezifischerer bzw. effizienterer Reinigungsschritt fur Virus-Partikel im Rahmen einer Aufreinigung erzielt werden, 
der zu hoheren Partikeltitern, zu reinerenPartikeln oder zu einer effizienteren Aufreinigung fuhrt. Der Titer rekombinanter 
Partikel kann z.B. dadurch bestimmt werden, daG eine Partikel-enthaltende Losung in einer Verdunnungsreihe auf eine 

20 Membran gegeben unddiese Membran mit markierter AAV-DNA hybridisiertwird. Durch den Nachweisder hybridisierten 
DNA kann auf die Partikelkonzentration je nach Durchfuhrung des Versuchs qualitativ oder quantitativ ruckgeschlossen 
werden. Die Reinheit der Partikel kann durch das Verhaltnis des Strukturproteins bzw. der Partikelproteine zu partikel- 
fremden Proteinen bestimmt werden. Eine effizientere Aufreinigung liegt im Sinne der vorliegenden Erfindung dann vor, 
wenn die Aufreinigung beispielsweise aus weniger Schritten besteht, schneller verlauft oder insbesondere fur eine 

25 groGtechnische Anwendung billiger in der Durchfuhrung ist. 

[0012] Im Sinne dieser Erfindung liegt eine Anderung der chromatographischen Eigenschaften des Virus verbunden 
mit einer Verbesserung der Aufreinigung beispielsweise bereits dann vor, wenn die Mutation lediglich eine Verschiebung 
des Elutionsverhaltens auf einer Chromatographiesaule bewirkt, also beispielsweise zu niedrigeren oder hoheren Salz- 
konzentrationen hin. Allgemeines Problem bei chromatographischen Reinigungen ist, daG die gewunschten Produkt- 

30 fraktionen (z.B. Virus- partikel) und Fraktionen von Verunreinigungen (andere Viren, Wildtyp-Viren, Reste von Zellysaten, 
DNA, Proteine, insbesondere Serumproteine) bei gleichem Salzgehalt in der gleichen Fraktion eluiert werden. Durch 
eine erfindungsgemaGe gezielte Mutation und die damit verbundene Verschiebung des Elutionsverhaltens eluiert die 
Fraktion mit den gewunschten, mutierten Viruspartikeln dann aber nicht mehr mit der verunreinigten Fraktion sondern 
in einer anderen Elutionsfraktion (z.B. - je nach Ladung - bei hoheren oder niedrigeren Salzkonzentrationen). Unter 

35 Umstanden, aber nicht immer, bieten dabei Verschiebungen zu hohen Salzkonzentrationen, beispielsweise durch In- 
sertion uberwiegend positivoder negativgeladener Aminosauren oder His-TAG in das Kapsidprotein, besondere Vorteile, 
da Verunreinigungen meist kleine Bestandteile sind und bei ublichen Reinigungsverfahren meist bei geringeren Salz- 
konzentrationen eluieren. Die Kapsidmutanten binden dann beispielsweise besser an das Saulenmaterial und eluieren 
spater, also bei hoheren Salzkonzentrationen. Ein weiterer erwunschter Effekt aufgrund des Einbaus von geladenen 

40 Aminosauren ist die Moglichkeit, lonenaustauscher bei einem hoheren Salzgehalt zu beladen, wodurch die Menge des 
benotigten Saulenmaterials reduziert werden kann, was die Handhabung erleichtert sowie in einem industriellen Her- 
stellungsverfahren Kosten spart. 

[0013] Es ist besonders bevorzugt, daG die Mutation im erfindungsgemaGen Strukturprotein keine wesentliche Ver- 
ringerung der Infektiositat des Virus, insbesondere aber auch eine Erhohung der Infektiositat, bewirkt. Unter Infektiositat 

45 versteht man im Sinne dieser Erfindung die Fahigkeit, Zellen zu transduzieren. 

[0014] Eine weitere Ausgestaltung dieser Erfindung ist, daG das modifizierte Strukturprotein gegenuber dem Wildtyp- 
AAV eine erhohte Hitzestabilitat aufweist. So ware bei erhohter Hitzestabilitat eine bessere Hitzeinaktivierung von un- 
erwunschten anderen Mikroorganismen oder Viren moglich, als dies fur Wildtyp-AAV der Fall ist. Derartige Struktur- 
porteine lieGen sich einfach dadurch ausfindig machen, in dem eine Vielzahl von Mutanten hinsichtlich ihrer Hitzestabilitat 

50 getestet werden. 

[0015] Des weiteren istdas modifizierte Strukturprotein vorzugsweise weiterhin zur Partikelbildung, d.h. zur Ausbildung 
eines ikosaedrischen Kapsids, befahigt, insbesondere in Form eines AAV-Kapsids, da Partikel bzw. Kapside als Trager 
von ausgewahlten Verbindungen, z.B. rAAV-Transduktionsvektoren, besonders geeignet sind. Die Bildung von Partikeln 
laGt sich beispielsweise durch Elektronenmikroskopie nachweisen. Ein anderer Nachweis ist das Sedimentationsver- 
55 halten wahrend einer Casiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation mit anschlieGendem, optionalen Nachweis von in 
den Partikeln enthaltener viraler DNA. 

[0016] Im allgemeinen kann (konnen) die Mutation(en) im VP1 -, VP2- und/oder VP3-Strukturprotein liegen, wobei das 
VP1 - und/oder das VP3-Strukturprotein bevorzugt sind. Des weiteren kann das Strukturprotein von alien AAV-Serotypen 
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abgeleitet sein, insbesondere von humanen Serotypen, vorzugsweise von AAV1 , AAV2, AAV3, AAV4, AAV5 und/oder 
AAV6, vor allem von AAV2, AAV3 und/oder AAV6. 

[0017] In einer bevorzugten Ausfuhrungform werden Aminosauren einer funktionellen Sequenz insertiert, die fur die 
Affinitatschromatographie geeignet sind. 

5 [0018] Unter Affinitatschromatographie versteht man eine Methode der Chromatographie, die auf der Fahigkeit be- 
stimmter zusammengehoriger Partner wie Antigen-Antikorper, Enzym-Substrat etc. beruht, sich gegenseitig zu erkennen 
und miteinander in Wechselwirkung zu treten. Dabei wird meist einer der zusammengehorigen Partner an ein chroma- 
tographisches Sorbens als Trager fixiert, an den dann die spezifisch passende Komponente bindet. AnschlieGend wird 
mit verandertem pH, anderer lonenstarke oder z.B. Analogen der passenden Komponente eluiert. UmfaGt ist damit auch 

10 die kovalente Chromatographie z.B. uber Bildung von Disulfid-Brucken und die hydrophobe Chromatographie, bei der 
hydrophobe Wechselwirkung en ausgenutzt werden. 

[0019] Insbesondere kann die insertierte Aminosaure aus folgender Gruppe ausgewahlt sein: einem Liganden eines 
Rezeptors oder dem Rezeptor eines Liganden, einem Antikorper oder Teil eines Antikorpers, insbesondere einem 
Antikorper-Epitop, einem Antigen oder Antigen-Epitop, einem Hormon, einem Hormorezeptor, einem Enzym, einem 
15 Enzymsubstrat, einem Lektin und/oder einer zucker-tragenden Aminosaure. 
[0020] Vorzugsweise konnen dies sein: 

ein Histidin-reiches Peptid (His-TAG), das eine Aufreinigung uber ein MetallChelat-Affinitatsmedium ermoglicht; 

20 . ein Peptid mit mehreren Ladungen, das das Bindungs- bzw. Elutionsverhalten wahrend einer lonenaustauschchro- 
matographie verandert und so einen derartigen Reinigungsschritt spezifischer oder effizienter gestaltet; 

die Glutathion-S-Transferase (GST-Tag), das eine Aufreinigung uber ein Glutathion-Affinitatsmedium ermoglicht; 

25 . ein F c -Teil eines Antikorpers, der eine Aufreinigung uber ein Protein A- oder Protein G-Affinitatsmedium ermoglicht; 

eine Immunglobulin-bindende Domane, beispielsweise Protein A oder Protein G bzw. Teile davon, das eine Aufrei- 
nigung uber ein Affinitatsmedium mit einem Antikorper oder einem F c -Teil eines Antikorpers ermoglicht; 

30 . ein bestimmtes Antikorper-Epitop, das eine Aufreinigung uber ein Medium mit gekoppelten Antikorpern ermoglicht, 
die fur das Epitop spezifisch sind; 

ein Lecitin, das eine Aufreinigung uber ein Glycoprotein-Medium ermoglicht; 

35 . eine Nukleinsaure-Bindestelle, die eine Aufreinigung uber Nukleinsaure-Medien ermoglicht; 

eine Heparin-Bindestelle, die eine Aufreinigung uber ein Heparin-Medium ermoglicht, wobei eine intrinsische He- 
parin-Bindungsstelle in Wildtyp-AAV bereits vorhanden ist, so daG eine zusatzliche Bindungsstelle die Bindung 
lediglich verstarken wurde; 

40 

Streptavidin, das eine Aufreinigung uber Biotin oder biotinylierte Proteine ermoglicht; 

ein bestimmter Ligand, der eine Aufreinigung uber ein Medium mit dem entsprechenden Rezeptor ermoglicht oder 

^5 • ein bestimmter Rezeptor, der eine Aufreinigung uber ein Medium mit dem entsprechenden Liganden ermoglicht. 

[0021] Ebenfalls bevorzugt sind ein Integrin, ein Cytokin oder eine Rezeptor-Bindungsdomane von einem Cytokin, 
Integrin oder Wachstumsfaktor, an einem Zelloberflachenrezeptor bindende einzelkettige Antikorper, ein Antikorper 
gegen Zelloberflachenstrukturen, ein Epitop und/oder eine antikorperbindende Struktur. 

50 [0022] In einer bevorzugten Ausfuhrung wird ein Peptid mit beispielsweise 5 bis 30 Aminosauren, vorzugsweise 8 bis 
20 Aminosauren und insbesondere 1 0 bis 1 8 Aminosauren insertiert. Das Peptid hat beispielsweise die Sequenz QAGT- 
FALRGDNPQG oder eine Sequenz, die zu dieser stark homolog ist. Bei diesem besonders bevorzugten Liganden 
handelt es sich um das P1 -Peptid, das ein 14 Aminosauren langes Peptid aus der Core-Sequenz einer Alpha-Kette der 
Laminin-Familie darstellt. Diese Sequenz ist beispielsweise ausreichend, um einen Integrin-Rezeptor zu erkennen, der 

55 u.a. die Endozytose viraler Partikel, z.B. von Adenovirus, vermittelt. Das P1 -Peptid bindet unabhangig von seiner Kon- 
formation (linear oder zirkular) an den Integrin-Rezeptor. GemaB der vorliegenden Erfindung wird die kodierende DNA- 
Sequenz des P1-Peptids in das Gen kodierend fur ein Strukturprotein von AAV, welches beispielsweise auf einem 
Helferplasmid liegt, eingebaut. Nach der Verpackung mit dem mutanten Helferplasmid erhalt man rekombinantes AAV 
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mit P1 im Kapsid (rAAV-P1 ). Fur die Insertion dieses Peptids konntegezeigtwerden, daG diese AAV-Partikel im Vergleich 
zu unmodifizierten AAV-Partikeln bereits bei niedrigerer Leitfahigkeit von einem Kationenaustauscher eluieren und so, 
je nach Bedingungen, eine verbesserte Trennung (z.B. vom Wildtyp) und Aufreinigung erlauben. 
[0023] Besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemaGes Strukturprotein, das mindestens eine weitere Mutation enthalt. 
5 Darunter ist zu verstehen, daG das Strukturprotein neben einer Mutation, die eine Veranderung der chromatographischen 
Eigenschaften des Virus bewirkt, auch eine weitere Mutation enthalt, die nicht zwangslaufig auch eine Veranderung der 
chromatographischen Eigenschaften des Virus bewirkt. Besonders bevorzugt ist hier eine weitere Mutation, die eine 
Anderung, vorzugsweise Erhohung, der Infektiositat des Virus bewirkt. 

[0024] Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Strukturprotein von AAV, bei dem die 

10 weitere(n) Mutation(en) eine Verringerung der Antigenitat bewirkt (bewirken). 

[0025] Unter Antigenitat versteht man im Sinne dieser Erfindung die Auslosung sowohl einer Antikorperbildung als 
auch -bindung aufgrund des Immunsystems. Der Begriff umfaBt auch die Immunogenitat, also die Auslosung einer 
Immunantwort. Unter der Verringerung der Antigenitat versteht man daher die Verringerung der Antikorperbildung und 
-bindung sowohl durch Verringerung der antigenen Epitope, als auch durch Verringerung der antigenen Wirkung be- 

15 stimmter Epitope oder durch Veranderung und Entfernung bestimmter im Wildtyp vorhandener Epitope. Die veranderte 
Antigenitat kann sich dabei sowohl auf die humorale wie auch die zellulare Immunantwort beziehen. 
[0026] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform stellt/stellen die weiteren Mutation/en eine oder mehrere De- 
letionen und/oder eine oder mehrere Insertionen im Strukturprotein oder Kombinationen der genannten Modifikationen 
dar. Dabei ist die Insertion vorzugsweise die Insertion eines Zellmembranrezeptor-Liganden, eines Rep-Proteins oder 

20 -Peptids, beispielsweise in Form einer Rep-Domane, eines immunsuppressiven Proteins oder Peptids und/oder eines 
Proteins oder Peptids mit einem Signal zur Doppelstrangsynthese eines Transgens bzw. Fremdgens. Bevorzugt ist 
hierbei beispielsweise das P1-Peptid (QAGTFALRGDNPQG) (s.o). 

[0027] Beispiele von Insertionen bei der weiteren Mutation sind u.a. Integrine, Cytokine oder Rezeptor-Bindungsdo- 
manen von Cytokinen, Integrinen oder Wachstumsfaktoren, wie z.B. GM-CSF, IL-2, IL-12, CD40L, TNF, NGF, PDGF 
25 oder EGF, an Zelloberflachenrezeptoren bindende einzelkettige Antikorper, sog. "single chain" Antikorper (scFv), bei- 
spielsweise an die Oberflachenrezeptoren CD40, CD40L, B7, CD28 oder CD34 bindende einzelkettige Antikorper, oder 
Epitope bzw. Rezeptorbindungsstellen, die beispielsweise ihrerseits von bestimmten Antikorpern, beispielsweise Anti- 
CD40L-monoklonale Antikorper, bzw. von chemischen Substanzen oder Hormonen, z.B. Katecholamine, erkannt wer- 
den. 

30 [0028] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der weiteren Mutation werden antikorperbindende Strukturen, wie z.B. 
Protein A, Protein G oder anti-Fc-Antikorper, bzw. Teile hiervon, insertiert. An diese werden wiederum spezifische 
Antikorper gegen bestimmte Zelloberflachenstrukturen (beispielsweise gegen das CD40 bei lymphatischen Zellen oder 
gegen das CD34 bei hamatopoietische Zellen) angekoppelt. 

[0029] Vorzugsweise ist/sind die Mutation/en an der Virusoberflache lokalisiert. Zur Bestimmung der oberflachen- 

35 lokalisierten Bereiche der Strukturproteine wurde gemaG der vorliegenden Erfindung uberraschenderweise gefunden, 
daG CPV- und AAV2-Sequenzen und -Strukturen vergleichbar sind. Man kann daher vorzugsweise auf bekannte Kri- 
stallstrukturen von Parvoviren wie von Parvovirus B19 oder von CPV (Canine-Parvovirus) zuruckgreifen und mit Hilfe 
von Homologievergleichen Proteindomanen identifizieren, die auf der Virusoberflache lokalisiert sind. GemaG der vor- 
liegenden Erfindung hat daher beispielsweise ein computerunterstutzter Vergleich zwischen CPV und AAV2 bzw. Par- 

40 vovirus B 19 und AAV2 uberraschenderweise reproduzierbar zur Identifikation von Schleifen (Loops) in VP3 gefuhrt, 
deren Sequenz variiert, d.h. die eine geringe Homologie besitzen und die voraussichtlich auf der Virusoberflache loka- 
lisiert sind. Da die Antigene fur die humorale Immunantwort fur Antikorper zuganglich und somit auf der Virusoberflache 
sein mussen, stellen diese Schleifen bevorzugte Kandidaten fur Mutationen dar. So wurde die bekannte Kristallstruktur 
des CPV VP2-Kapsid-Proteins (z.B. Luo M.(1 988), J. Mol. Biol., 200, 209-21 1 ; Wu und Rossmann (1 993), J.Mol.Biol., 

45 233, 231-244) aufgrund der hohen Ahnlichkeit zum AAV2 VP3 in der sekundaren Struktur des Proteins als Muster 
genommen, um die Regionen herauszufinden, die auf der viralen Kapsidoberflache exponiert sind und die aufgrund der 
lokalen Aminosauresequenz flexibel genug sind, beispielsweise die Insertion einer Peptidsequenz zu uberstehen. Dabei 
wurde sorgfaltig darauf geachtet, daG keine sekundaren Strukturelemente des AAV2-Kapsidproteins ausgewah It wurden, 
die das Kapsid destabilisieren wurden. 

50 [0030] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Mutation(en) am N-Terminus des Strukturproteins lokalisiert, 
da gefunden wurde, daG beispielsweise bei den Parvoviren CPV und B 19 der N-Terminus an der Zelloberflache liegt. 
[0031] Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der Oberflachen-lokalisierten Bereiche der Strukturproteine ist ein 
Vergleich der fur die Kapside kodierenden Nukleinsauresequenzen von unterschiedlichen AAV-Serotypen. Hierzu kon- 
nen beispielsweise bekannte DNA-Sequenzen unterschiedlicher AAV-Serotypen, wie AAV1 , AAV2, AAV3, AAV4, AAV5 

55 oder AAV6, fur Strukturanalysen moglicher Kapsidmorphologien von beispielsweise AAV2 herangezogen werden, wobei 
ab initio mogliche Tertiarstrukturen berechnet und Sequenzbereiche aufgrund allgemein bekannter Aminosaure-Eigen- 
schaften den inneren oder auGeren Kapsidbereichen zugeordnet werden konnen. So konnten beispielsweise gemaG 
der vorliegenden Erfindung mogliche Insertionsstellen im VP3-Bereich des AAV2-Kapsids ermittelt werden, die die 
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Insertion beispielsweise von Peptiden und deren Expression auf der Virusoberflache ermoglichten (siehe unten). 
[0032] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform liegen ein oder mehrere Insertionen im VP3-Stmkturprotein 
(Rutledge, E. A. et al. (1998) supra) vor und/oder nach mindestens einer Aminosaure in der Sequenz ausgewahlt aus 
YKQIS SQSGA, YLTLN NGSQA, YYLSR TNTPS, EEKFF PQSGV, NPVAT, EQYGS, LQRGN RQAAT, NVDFT VDTNG, 

5 da diese Stellen an den exponierten Stellen eines Loops liegen, wobei das Risiko gering ist, die VP3-Struktur zu andern. 
[0033] Die Insertion(en) wird/werden nach allgemein bekannten Methoden durch Insertion in dem fur das Struktur- 
protein codierenden Gen durchgefuhrt. Die Insertionen lassen sich nach allgemein bekannten Methoden beispielsweise 
mittels Hydrolyse durch Restriktionsendonukleasen der entsprechenden Strukturprotein-Gene und anschlieBender Li- 
gasereaktion einfugen. Die anschlieBende Expression des mutierten Gens fuhrtzum erfindungsgemaBen Strukturpro- 

10 tein. 

[0034] Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die erfindungsgemaBe Verwendung des Struktur proteins 
in Form eines AAV- Parti ke Is, insbesondere in Form eines AAV-Kapsids, da Partikel bzw. Kapside als Trager von aus- 
gewahlten Verbindungen, z.B. rAAV-Transduktionsvektoren, besonders geeignet sind. 

[0035] Die vorliegende Beschreibung betrifftauch eine Nukleinsaure, vorzugsweiseeine RNAoder DNA, insbesondere 
15 eine doppelstrangige DNA, kodierend fur ein erfindungsgemaBes Strukturprotein, und eine Zelle, vorzugsweise eine 
Saugetierzelle beispielsweise eine COS-Zelle, HeLa-Zelle oder 293-Zelle, enthaltend die betreffende Nukleinsaure. 
Derartige Zellen eignen sich beispielsweise zur Herstellung der rekombinanten AAV-Partikel. 

[0036] Die vorliegende Beschreibung betrifft daher auch ein Verfahren zur Herstellung des betreffenden Strukturpro- 
teins, insbesondere zur Herstellung des betreffenden Strukturproteins in Form eines AAV-Partikels, wobei eine geeignete 
20 Zelle, enthaltend eine Nukleinsaure, kodierend fur das entsprechende Strukturprotein kultiviert und ggf das exprimierte 
Strukturprotein isoliert wird. Beispielsweise laBt sich das entsprechende Struktu protein chromatographisch reinigen und 
isolieren. 

[0037] Die vorliegende Beschreibung bezieht sich auch auf ein Arzneimittel, enthaltend das betreffende Strukturpro- 
tein, eine entsprechende Nukleinsaure und/oder eine entsprechende Zelle und ggf. geeignete Hilfs- und Zusatzstoffe, 
25 wie z.B. eine physiologische Kochsalzlosung, Stabilisatoren, Proteinase-, DNAse-lnhibitoren, etc. 

[0038] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf die Verwendung des betreffender Struk- 
turproteins, fur die Aufreinigung von AAV und AAV-Partikeln, fur die Anderung des Tropismus von AAV, fur die Anderung 
der Antigenitat von AAV, fur die Transformation einer Zelle, insbesondere einer Zelle, die vorher einer AAV-lnfektion 
wenig zuganglich war, wie beispielsweise einer hamatopoetischen Zelle, fur das genomische Targeting, fur die Diagno- 
se stik, fur Wirksamkeitsuntersuchungen und/oder - in Form von geeigneten rAAV-Vektoren - fur die Gentherapie. Unter 
Gentherapie versteht man eine Therapieform, bei der durch die Einfuhrung von Nukleinsauren in Zellen ein Effektorgen, 
meist ein Protein, exprimiert wird. Man unterscheidet prinzipiell In-vitro- und /n-wVo-Verfahren. In In-vitro- Verfahren 
werden Zellen aus dem Organ ismus entfernt und ex- vivo mit Vektoren transduziert, urn anschlieBend wieder in denselben 
oder in einen anderen Organismus eingebracht zu werden. Bei der /n-wVo-Gentherapie werden Vektoren, beispielsweise 
35 zur Bekampfung von Tumoren, systemisch (z.B. uber die Blutbahn) oder direkt in den Tumor, das Gewebe oder die 
Organe appliziert. 

[0039] Ein wesentlicher Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, daB durch die erfindungsgemaBe Mutagenese von 
Strukturproteinen von AAV uber die Veranderung der chromatographischen Eigenschaften neue Moglichkeiten fur spe- 
zif ischere Auf reinigungsverfahren im wesentlichen ohne Verlust der Verpackungseffilzienz rekombinanter AAV-Vektoren 
^o in das Kapsid des Virus geschaffen werden konnen. Damit sind die Voraussetzungen geschaffen, AAV oder AAV-Partikel 
zu hoheren Titern und/oder groBerer Reinheit aufzureinigen und die Reinigung effizienter und kostengunstiger zu ge- 
stagen. Dies wiederum ermoglicht die groBtechnische Anwendung von rekombinanten AAV fur Zelltransformationen 
und Gentherapien im kommerziellen MaBstab. 

[0040] Die folgenden Figuren und Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern, ohne sie zu beschranken. 

45 

Beschreibung der Figuren 
[0041 ] 

50 Figur 1 zeigt das Chromatogramm fur eine Wildtyp-AAV-Probe in einem Lauf uber eine POROS 50HS Kationen- 

austauschsaule. Aufgetragen ist das DurchfluBvolumen gegen die Leitfahigkeit (linke y-Achse) und gegen die Ab- 
sorption bei 280 nm (rechte y-Achse). Die AAV-Partikel eluierten in den Fraktionen 12 und 13, was im Mittel einer 
Leitfahigkeit von 30 mS/cm (300 mM NaCI) entspricht (siehe dicker horizontaler Strich). 

55 Figur2 zeigtdas Chromatogramm fur eine AAV-Probe bestehend aus mutierten AAV-Partikeln (Insertion des Peptids 

QAGTFALRGDNPQG nach Aminosaure 587; 1-587 gemaB Beispiel 3) in einem Lauf uber eine POROS 50HS 
Kationenaustauschsaule. Aufgetragen ist das DurchfluBvolumen gegen die Leitfahigkeit (linke y-Achse) und gegen 
die Absorption bei 280 nm (rechte y-Achse). Die modifizierten AAV-Partikel eluierten in den Fraktionen 6 und 7, 
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was im Mittel einer Leitfahigkeit von 22 mS/cm (220 mM NaCI) entspricht (siehe dicker horizontaler Strich). 
Beispiele 
5 Beispiel 1 : 

[0042] Mittels PCR-unterstutzter Mutagenese und Schneiden mit den Restriktionsenzymen Xhol, BsrBI bzw. Hindi 1 1 
wurden folgende Mutationen hergestellt: 

10 Mutationen im VP1 

[0043] 

a) Deletion zwischen den Xhol-Xhol-Schnittstellen des VP-1 (AXho; 62 Aminosauren, AS) (Hermonat et al. (1984) 
15 Journal of Virology 51 , 329 - 339), 

b) Deletion zwischen BsrBI und Hindi l-Schnittste lien des VP-1, die innerhalb von der obigen Deletion a) liegt und 
29 AS umfaBt (ABH); 

20 c) Deletion zwischen BsrBI und Hindll, sowie Insertion eines Liganden (P 1-Peptid) (ABH+L); und 

d) Reine Insertion des Liganden (P1-Peptid) an der BsrBI-Schnittstelle (B+L). 
Mutationen im VP3 

25 

[0044] 

a) ins261 ; YKQIS SQSGA 
30 b) ins381 ; YLTLN NGSQA 

c) ins447; YYLSR TNTPS 

d) ins534; EEKFF PQSGV 

35 

e) ins573; NPVAT EQYGS 

f) ins587; LQRGN RQAAT 

40 g) ins713; NVDFT VDTNG 

[0045] (Nomenklatur nach Zahl der Aminosauren (AS) gezahlt nach den AS ab Beginn des N-Terminus im VP-1 von 
AAV2, umrahmt von jeweils 5 N-terminal davon gelegenen und 5 C-terminal davon gelegenen Aminosauren; die AS, 
nach der die Insertion eingebracht wurde, ist in Fettschrift dargestellt). 
45 [0046] Es ist auch moglich, daB in die funf unmittelbar benachbarten AS, die neben der fett markierten AS liegen, 
ebenfalls eine Insertion eingebracht wird, da diese ebenfalls innerhalb eines Loops im AAV2-Kapsid liegen. 

Beispiel 2: 

50 Charakterisierung der Kapsidmutanten 

[0047] Nach Durchfuhrung der Mutationen im AAV2-Genom und Verpackung der mutierten Viren mit LacZ-Reporter- 
gen wurden die physikalischen Vektor-Titer durch Dot-Blot und Kapsid-Titer mit A20-Antik6rper-ELISA bestimmt und 
erste Infektionstests auf HeLa-Zellen durchgefuhrt. Dadurch konnte bestimmt werden, ob die Mutationen die Struktur 
55 der VP-Proteine oder die Interaktion zwischen verschiedenen VP-Proteinen so storen, daB eine Verpackung unterbleibt 
bzw. gestortwird (Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Verpackungseffizienz der hergestellten Virusmutanten 



Virusstock 


genomische Virustiter 


Kapsid-Titer (ELISA mit A20-MAb) 


Wi I Htvn- Ka id 


1.10 12 


1-10 11 


VP1 -Mutantpn 

V 1 1 IVIULCll ILCI 1 




Axho 

L — \/\ 1 1 


6.10 12 


5.10 10 


ABH 


8.10 11 


4.1 0 9 


ABH+L 


1.10 13 


5.10 10 


B+L 


3.10 12 


5.1 0 9 


VP3-Mutanten 

V 1 w 1 VI UlU.1 ILt^l 1 




ins261 1 

1 1 IOL.U 1 1 


1.10 10 


< 10 8 


ins381 

III \^ 1 


3.10 10 


< 10 s 


ins447 


1.1012 


4.10 10 


ins534 


1.10 10 


< 10 8 


ins573 


3-10 10 


< 10 8 


ins587 


1.10^2 


2-10 10 


ins713 


5.10 10 


< 10 8 



Gezeigt sind die genomischen Virustiter (Dot-Blot) und Kapsid-Titer (A20-Kapsid-ELISA). Die Konzentrationen sind in 
Partikel/ml angegeben. 

[0048] Fur alle 4 VP1 -Mutanten konnte gezeigt werden, daG Mutationen die Verpackungseffizienz nicht beeinflussen 
und alle mutierten Viren mit ahnlichen guten Titern wie Vektoren mit unmutiertem Kapsid verpackt werden konnen (1 0 1 1 
bis 10 13 genomische Partikel/ml). Auch die AAV-Vektoren mit Mutationen im VP3-Bereich konnten erfolgreich verpackt 
werden (1 0 10 -10 12 genomische Partikel/ml). 

Beispiel 3 

P1 -Mutation in VP3 

[0049] Zunachst wurde von einem Plasmid pUC-AV2, das durch Subklonierung des 4.8-kb Bglll-Fragments des pAV2 
(ATCC 37261 , ref. 53) in die BamHI Schnittstelle des pUC1 9 (New England BioLabs Inc.) hergestellt wurde, ausgegangen. 
Mittelsdem Fachmann bekannter PCR-unterstutzter Mutagenese wurden an definierten Stellendes Plasmids Mutationen 
vorgenommen. Dabei wurde eine fur P1 , ein 14-AS-Peptid, mit der AS-Sequenz QAGTFALRGDNPQG, das das RGD- 
Bindungsmotiv eines Lamininfragments (Aumailly et al. (1990) FEBS Lett. 262, 82-86) enthalt, codierende Sequenz 
nach den Nukleotiden 2985, 3543 und 3963 eingefugt. Dies entspricht einer Insertion nach den Aminosauren 261 , 447 
und 587 des AAV2-Kapsidproteins (Nomenklatur nach Zahl der Aminosauren (AS) gezahlt nach den AS ab Beginn des 
N-Terminus im VP-1 von AAV2). In der anschlieBenden PCR werden jeweils 2 mutationsspezifische Primer und als 
Matrize ein Plasmid, pCap verwendet, das nur das cap-Gen enthalt und dadurch gebildet wird, daB das 2.2 kb EcoRI- 
BspMI-Fragment aus pUC-Av2 herausgeschnitten und in die EcoRI-Schnittstelle des pUC 19 eingefugt wird. Anschlie- 
Gend werden die PCR Produkte in Bakterien amplifiziert, sequenziert und das 1.4-kb EcoNI-Xcml-Fragment, das P1 
enthalt in pUC-AV2, in dem die korrespondierende Wildtypcap-Sequenz herausgeschnitten wurde, subkloniert. Dem- 
entsprechend enthielten die nach den AS-lnsertionsstellen pl-261 , pl-381 , pl-447 und pl-587 genannten Plasmide (Mu- 
tanten) das komplette AAV2-Genom. Die entsprechenden mutierten Proteine werden mit 1-261, 1-381, I-447 und I-587 
bezeichnet. 

Beispiel 4 

Herstellung von AAV2-Partikeln 

[0050] HeLa-Zellen (eine humane Cervix-Epithel-Zellinie) wurden mit den Plasmiden gemaG Beispiel 1 transfiziert, 



9 



EP 1 198 580 B1 



dann ca. 20h inkubiert und anschlieGend mit Adenovirus Typ 5 infiziert. 72 h nach der Infektion wurden die Zellen 
aufgeschlossen und die AAV2-Partikel uber einen CsCI-Gradienten gereinigt. 

Beispiel 5 

5 

Charakterisierung der Kapsidmutanten gemaG Beispiel 3 

[0051] In diesen Versuchen sollte festgestellt werden, ob die Kapsidmutanten das virale Genom verpacken und voll- 
standige Kapside bilden konnen. AAV2-Partikel der Mutanten gemaG Beispiel 4 wurden darauf uberpruft, ob und wenn 
10 ja wieviele Partikel das Virus-Genom tragen und wieviel DNA in den Kapsid-Mutanten verpackt war. Dazu wurden die 
gemaG Beispiel 4 gereinigten Viruspartikel (Mutanten und Wildtyp) mit DNAse behandelt, geblottet und mit einer Rep- 
Sonde hybridisiert. 

[0052] Der sich daraus ergebende Titer zeigte keine quantitative oder qualitative Differenz im Vergleich zum Wildtyp 
(s. Tabelle 2). Die Viren behielten die Fahigkeit, das Genom zu verpacken. 
15 [0053] Durch Elektronenmikroskopanalyse konnte weiter bestatigt werden, daG auch das Kapsid ausgebildet wird. 
[0054] Daher wurden die Mutationen nicht in Bereichen vorgenommen, die fur die korrekte Faltung, die Kapsid-Zu- 
sammensetzung oder die Verpackung des Genoms von Bedeutung sind. Die erfindungsgemaGen AAV-Partikel sind in 
ihrer Funktion ungestort. 

[0055] Um ablesen zu konnen, ob die mutierten Kapside vollstandig gebildet werden und keine veranderte Antigenitat 
20 zeigen, wurden in einem weiteren Experiment A20 monoklonale Antikorper (A20-MAb) in einem ELISA eingesetzt. A20- 
MAb reagieren spezifisch mit komplett zusammengesetztem AAV2-Kapsid des Wildtyps (Wistuba et al., (1 997), J. Virol. 
71 , 1341 -1352). Auch hier sind die Ergebnisse in Tabelle 2 dargestellt. Dabei zeigt sich, daG durch die Insertion in den 
Mutanten I-447 und 1-587 die Kapsid-Bildung nicht gestort wird, wahrend bei 1-261 der A20 monoklonale Antikorper 
nicht mehr bindet, was aber, da sich die Kapside nach Untersuchung mit dem Elektronomikroskop trotzdem bilden, auf 
25 eine Veranderung der Antigenitat zuruckzufuhren ist. 



Tabelle 2 Verpackungseffizienz und Antigenitat der hergestellten Virusmutanten gemaG Beispiel 3 



Virusstock 


genomische Virustiter 


ELISA mit A20-MAb 


Wildtyp-Kapsid 


8.10 13 


6.10 12 


Mutanten 




1-261 


1.10 12 


n.m. 


1-381 


1.10^2 


n.m. 


1-447 


1-10 13 


8-10 11 


I-587 


4-10 13 


3. 10 12 



[0056] Gezeigt sind die genomischen Virustiter (Dot-Blot) und der Titer mit A20-Kapsid-ELISA. Die Konzentrationen 
sind in Partikel/ml angegeben. "n.m." heiGt "nicht meGbar". 

Beispiel 6: 

Verandertes Elutionsverhalten der Kapsidmutanten 

[0057] Rekombinante Wildtyp-AAV (in 20 mM Hepes pH 6.8, 100 mM NaCI, 2 mM MgCI 2 ) wurden auf eine 0,8 ml 
POROS 20HS Kationenaustauschersaule (Perkin-Elmer, Weiterstadt) geladen. Es wurde mit Hilfe eines Akta-Systems 
(Pharmacia) ein Gradient von 30 Saulenvolumina von 100 bis 700 mM NaCI in 20 mM Hepes 6,8 angelegt. GemaG 
Western Blot Analyse eluierte AAV in den Fraktionen 1 2 und 1 3, was einer Elution von Wildtyp-AAV bei 30 mS/cm (=ca. 
300 mM NaCI) entspricht (siehe Fig. 1). 

[0058] Eine Kapsidmutante (1 -587 gem. Beispiel 3) von AAV (das P1 -Peptid QAGTFALRGDNPQG ist inseriert nach 
Aminosaure 587; in PBS, pH 6,8) wurde auf dieselbe 0,8 ml POROS 20HS Kationenaustauschersaule (siehe oben) 
aufgetragen. Es wurde in einem Akta-System mit einem Gradienten von 30 Saulenvolumina 50-1000 mM NaCI in 20 
mM Hepes pH 6,8 eluiert. Die AAV-Mutante befand sich gemaG Western Blot Analyse in den Fraktionen 6 und 7. Dies 
entspricht einer Elution von ca. 22 ms/cm (= ca. 220 mM NaCI) (siehe Fig. 2). 

[0059] Dies zeigt, daG durch die Insertion des QAGTFALRGDNPQG-Peptids sich das Elutionsverhalten der AAV- 
Partikel andert, so daG bei gleichem pH Wert die mutierten Partikel bei einer geringeren Salzkonzentration eluieren als 
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die Wildtyp-Partikel. Damit wird die Virusfraktion zu anderen, unter Umstanden weniger verunreinigten bzw. sonst ge- 
eigneteren Fraktionen hin verschoben. Daher ist es moglich, durch Insertionen, Deletionen odersonstige Veranderungen 
der Kapsidproteine die chromatographischen Eigenschaften der AAV-Partikel zu andern. Insbesondere konnen in einer 
Variante der gezeigten Insertion durch Einfugen von Aminosauren mit uberwiegend positiver Ladung, beispielsweise 
5 an den in den Beispielen gezeigten Insertionsstellen, erfindungsgemaGe Kapsid-Mutanten konstruiert werden, die im 
Vergleich zum Wildtyp (der in einem breiten, weniger verunreinigten Peak eluiert) bei hoheren Salzkonzentrationen 
eluieren. Die Affinitat der Mutante zum Saulenmaterial istdadurch verstarkt, so daG die Elution erst bei hohen Salzkon- 
zentrationen erfolgt, also in Bereichen, die ublicherweise weniger durch kleinere Fremdproteine verunreinigt sind. 

10 Beispiel 7: 

Infektionstests mit Mutanten gemaG Beispiel 3 

[0060] Um den Tropismus der Kapsidmutanten 1-261 , 1-381 , I-447 und I-587 zu testen, wurden Zellinien, Co-1 1 5 und 

15 B1 6F1 0, mitden mutierten Viren infiziert. Co-1 1 5-Zellen wurden zum Testen des Wildtyprezeptor-Tropismus der Virionen 
verwendet, da diese mit Wildtyp A AV2 transduziert werden konnen und das P1-Peptid nichtbinden. Die B1 6F1 0-Zellinie 
wurde aus den in Beispiel 9 bereits genannten Grunden verwendet. Drei Tage nach der Infektion wurden die Zellen 
durch Immunofluoreszenzmessung mit Hilfe eines anti-Rep-Antikorpers darauf untersucht, ob das virale Rep-Protein 
exprimiert wird (Wistuba et al. (1997) J. Virol. 71, 1341-1352; Wistuba et al. (1995) J. Virol. 69, 5311-5319). Zellen 

20 wurden auf Objekttragern zu 70 % Konfluenz gezuchtet und mit verschiedenen Konzentrationen erfindungsgemaGer 
viraler Praparationen in serumfreiem Medium zusammen mit Adenovirus 5 inkubiert. Die Titer der viralen Praparationen 
wurden drei Tage spater durch in-situ-Detektion der Rep-Proteinsynthese in einem Immunofluoreszenzassay (Rep- 
Titer) bestimmt. Dabei wurde die Immunofluoreszenzanfarbung mit AAV2-infizierten Zellen nach einer Methode von 
Wistuba et al. (Wistuba et al. (1 997) J. Virol. 71 , 1 341 -1 352; Wistuba et al. (1 995) J. Virol. 69, 531 1 -531 9) durchgefuhrt. 

25 Die Objekttrager wurden einmal mit PBS gewaschen, in Methanol (5 min, 4°C) fixiert und anschlieGend mit Aceton (5 
min, 4°C) behandelt. Die Zellen wurden dann fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem monoklonalen Antikorper 
76-3, der mit Rep-Proteinen von AAV2 reagiert, inkubiert. AnschlieGend wurde gewaschen und fur eine Stunde mit 
einem Rhodamin-konjugierten Anti-Maus-sekundaren Antikorper bei einer Verdunnung von 1:50 in PBS mit 1% BSA 
inkubiert. Die Titer wurden aus der letzten limitierenden Verdunnung der viralen Stammlosung errechnet, die zu fluo- 

30 reszenzpositiven Zellen gefuhrt hatten. 

[0061 ] Rep-positive CO1 1 5-Zellen konnten nach Infektion mit Wildtyp AAV2 und mit Mutanten 1-261 , I-447 und I-587 
detektiert werden. Bei Co1 1 5-Zellen war die Infektiositat von 1-261 , I-587 und 1 -447 um zwei bis drei GroGenordnungen 
kleiner als die des Wildtyps (Tabelle 3). Die Transfektion von B1 6F1 0-Zellen war mit I-447 genauso ineffektiv wie die 
mit Wildtypvirus (Tabelle 3). In klarem Gegensatz dazu sind nach Infektion mit I-587 Rep-positive B16F1 0-Zellen fest- 

35 stellbar, wobei der Titer des 1 -587-Virus auf 1 x 1 0 6 Rep-EFU/ml bestimmt wurde (Tabelle 3). 

[0062] Um zu untersuchen, ob die Transfektion von B1 6F1 0-Zellen durch die Mutante 1-587 spezifisch durch die 
Interaktion zwischen der P1-Sequenz auf der Oberflache des mutierten Kapsids und dem Integrinrezeptor auf der 
Oberflache der B1 6F1 0-Zellen vermittelt wurde, wurden die Zellen entweder mit dem konkurrierenden RGDS oder dem 
inaktiven RGES-Peptid bei Konzentrationen von 200 jjunol vor der Infektion mit dem Virus inkubiert. Die Zugabe von 

40 RGDS-Peptid neutralisierte die Infektiositat von 1 -587 auf B1 6F1 0-Zellen (Tabelle 3), wahrend das Kontrollpeptid RGES 
keinen Effekt hatte. 



Tabelle 3: Virustiter auf der Zelloberflache 



Virusstock 


Titer auf C011 5-Zellen 


Titer auf B1 6F1 0-Zellen 






- RGDS 


+ RGDS 


Wildtyp-Kapsid 


2.1 0 9 


<1 


nb 


Mutanten 




1-261 


7.10 6 


nb 


nb 


1-381 


n.m. 


nb 


nb 


I-447 


1-10 6 


< 1 


nb 


I-587 


1-10 7 


1-10 6 


<1 


rAAV/LacZ 


5-1 0 7 


<1 


nb 
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Tabelle fortgesetzt 



Mutanten 




rAAV(l-587)/LacZ 


6-10 5 


5-1 0 4 


<1 



[0063] Gezeigt sind die Titer auf den wildtypanfalligen C01 1 5-Zellen und den wildtypresistenten B1 6F1 0-Zellen. Die 
Titer sind fur I-447 und I-587 wie den Wildtyp in Rep-EFU/ml und fur rAAV/LacZ und rAAV(l-587)/LacZ in LacZ-EFU/ml 
ausgedruckt. Dabei bedeutet EFU expressiorisbildende Einheiten (Expressing Forming Unit) und nb heiBt "nicht be- 
10 stimmt". "n.m." heiBt "nicht meBbar". 

Beispiel 8: 

Infektionsassay der Mutanten gemaB Beispiel 3 mit Galaktosidase 

15 

[0064] In einem weiteren an Beispiel 6 angelehnten Versuch wurden rAAV-Vektoren mit einem LacZ-Reportergen 
hergestellt, die entweder den Wildtyp (rAAV-Virion) oder I-587 (rAAV(l-587)-Virion) enthielten. Die Viralpraparationen 
wurden rAAV/LacZ und rAAV(l-587)/LacZ genannt und zur Infektion von B16F10- bzw. COI 15-Zellen (Kontrollen) ver- 
wendet. 

2 0 [0065] Infizierte Zellen wurden drei Tage nach der Infektion durch X-Gal-Anfarbung auf (3-Galaktosidase-Expression 
getestet. Dabei wurde der X-Gal-in-situ-Test zur zytochemischen Anfarbung (LacZ-Titer) verwendet. Nach diesem wur- 
den die Zellen, um die Expression von p-Galaktosidase zu testen, einmal in PBS gewaschen und dann mit 1,5 % 
Glutaraldehyd fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-Galaktopyranosid) be- 
handelt, wie bereits von Chiorini et al. (1995) Hum. Gen. Ther. 6, 1531-1541, beschrieben. Die Titer wurden aus der 

25 letzten limitierenden Verdunnung der viralen Stammlosung errechnet, die zu p-Galaktosidase-produzierenden Zellen 
gefuhrt hatte. 

[0066] Bei den Kontrollen an COI 15-Zellen waren beide Virionen infektios, allerdings rAAV (l-587)/l_acZ um 2 Gro- 
Benordnungen weniger effektiv. Bei Typ B16F10 wurden - wie erwartet - nach der Infektion mit rAAV/LacZ keine p- 
Galaktosidase-positiven Zellen gefunden. Nach der Infektion mit rAAV(l-587)/l_acZ hingegen fanden sich uberraschen- 
30 derweise deutlich viele p-Galaktosidase-positive Zellen. Der Titer von rAAV-(l-587)/LacZ wurde mit 5 x 10 4 LacZ-EFU 
pro ml bestimmt. Die Infektiositat von rAAV-Vektoren gegenuber B1 6F1 0-Zellen wurde durch die erfindungsgemaBe 
Mutation um mehr als vier GroBenordnungen verbessert (Tabelle 3). 

SEQUENZPROTOKOLL 

35 

[0067] 

<1 10> MediGene Aktiengesellschaft 

40 <120> Strukturprotein von Adeno-assoziiertem Virus mit veranderten chromatographischen Eigenschaften, seine 

Herstellung und Verwendung 

<140> 199 33 719.5-41 
<141> 17.07.1999 

45 

<160> 18 

<1 70> Microsoft Word 97 

50 <210>1 
<211> 14 
<212> PRT 
<213> Mus musculus 

« <400> 1 
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Gin Ala Gly Thr Phe Ala Leu Arg Gly Asp Asn Pro Gin Gly 
14 



<210> 2 
<211> 10 
<212> PRT 

<21 3> Adeno-assoziierter Virus 

10 

<400> 2 



Tyr Lys Gin He Ser Ser Gin Ser Gly Ala 



<210> 3 
<211> 10 
20 <212>PRT 

<21 3> Adeno-assoziierter Virus 

<400> 3 



Tyr Leu Thr Leu Asn Asn Gly Ser Gin Ala 
10 



30 <210>4 
<211> 10 
<212> PRT 

<21 3> Adeno-assoziierter Virus 
35 <400> 4 

Tyr Tyr Leu Ser Arg Thr Asn Thr Pro Ser 
10 

40 

<210> 5 
<211> 10 
<212> PRT 

<21 3> Adeno-assoziierter Virus 

45 

<400> 5 



Glu Glu Lys Phe Phe Pro Gin Ser Gly Val 



<210> 6 
55 <211>5 

<212> PRT 

<21 3> Adeno-assoziierter Virus 
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<400> 6 



Asn Pro Val Ala Thr 

5 

<210> 7 
<211> 5 
<212> PRT 

<21 3> Adeno-assoziierter Virus 
<400> 7 



Glu Gin Tyr Gly Ser 

5 

<210>8 
<211>10 
<212> PRT 

<21 3> Adeno-assoziierter Virus 
<400> 8 



Leu Gin Arg Gly Asn Arg Gin Ala Ala Thr 
10 

<210> 9 
<211> 10 
<212> PRT 

<21 3> Adeno-assoziierter Virus 
<400> 9 



Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly 
10 

<210> 10 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> mutated VP3 of adeno-associated virus 
<400> 10 



Tyr Lys Gin He Ser Ser Gin Ser Gly Ala 
10 

<210> 11 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> mutated VP3 of ad e no -associated virus 
<400> 1 1 

5 

Tyr Leu Thr Leu Asn Asn Gly Ser Gin Ala 
10 

10 

<210> 12 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> kunstliche Sequenz 

15 

<220> 

<223> mutated VP3 of adeno-associated virus 
<400> 12 

20 

Tyr Tyr Leu Ser Arg Thr Asn Thr Pro Ser 
10 

25 

<210> 13 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> kunstliche Sequenz 

30 

<220> 

<223> mutated VP3 of adeno-associated virus 
<400> 13 

35 

Glu Glu Lys Phe Phe Pro Gin Ser Gly Val 

10 

40 <210>14 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> kunstliche Sequenz 

45 <220> 

<223> mutated VP3 of adeno-associated virus 

<400> 14 

50 

Asn Pro Val Ala Thr Glu Gin Tyr Gly Ser 
10 



55 <210>15 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> kunstliche Sequenz 



15 



EP 1 198 580 B1 

<220> 

<223> mutated VP3 of ad e no -associated virus 
<400> 15 

5 

Leu Gin Arg Gly Asn Arg Gin Ala Ala Thr 
10 

10 

<210> 16 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> kunstliche Sequenz 

15 

<220> 

<223> mutated VP3 of adeno-associated virus 
<400> 16 

20 

Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly 
10 

25 

<210> 17 

<211>4 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

30 

<400> 17 



Arg Gly Asp Ser 
4 



<210> 18 
<211>4 
40 <212>PRT 

<213> kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> mutated laminin peptide 

45 

<400> 18 



50 Arg Gly Glu Ser 

4 



55 Patentanspriiche 

1. Verwendung eines Strukturproteins von Adeno-assoziiertem Virus (AAV) fur die Aufreinigung von AAV und/oder 
AAV-Partikeln, dadurch gekennzeichnet, daB das Strukturprotein mindestens eine Mutation in Form einer Insertion 
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enthalt, die eine Anderung der chromatographischen Eigenschaften des Virus bewirkt und die nach mindestens 
einerAminosaure in der Sequenz ausgewahltaus YKQISSQSGA, YLTLN NGSQA, YYLSRTNTPS, EEKFF PQSGV, 
NPVAT EQYGS, LQRGN RQAAT, NVDFT VDTNG lokalisiert ist. 

5 2. Verwendung eines Strukturproteins nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Anderung der chroma- 
tographischen Eigenschaften eine Verbesserung der Aufreinigung ermoglicht, insbesondere eine Anreicherung des 
Virus, vorzugsweise der Virus-Partikel, zu hoheren Titern, eine Aufreinigung zu groBerer Reinheit und/oder eine 
effizientere Aufreinigung. 

10 3. Verwendung eines Strukturproteins nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Mu- 
tation keine wesentliche Verringerung der Infektiositat des Virus bewirkt. 

4. Verwendung eines Strukturproteins nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das mutierte 
Strukturprotein zur Partikelbildung befahigt ist. 

15 

5. Verwendung eines Strukturproteins nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das mutierte 
Strukturprotein die Hitzestabilitat erhoht. 

6. Verwendung eines Strukturproteins nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB es ausge- 
20 wahlt ist aus mutiertem VP1 , mutiertem VP2 und/oder mutiertem VP3. 

7. Verwendung eines Strukturproteins nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB es abgeleitet 
ist von AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV 5 und/oder AAV6 sowie anderen von diesen, insbesondere von AAV2, 
abgeleiteten AAV-Serotypen. 

25 

8. Verwendung eines Strukturproteins nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB Aminosau- 
ren einer funktionellen Sequenz insertiertwerden, die vorzugsweise fur die Affinitatschromatographie geeignetsind. 

9. Verwendung eines Strukturproteins nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die insertierte Aminosaure- 
30 sequenz ausgewahlt ist aus einem Liganden eines Rezeptors oder dem Rezeptor eines Liganden, einem Antikorper 

oder Teil eines Anitikorpers, insbesondere einem Antikorper-Epitop, einem Antigen oder Antigen-Epitop, einem 
Hormon, einem Hormorezeptor, einem Enzym, einem Enzymsubstrat, einem Lektin, zucker-tragenden Aminosau- 
ren, insbesondere aus einem Histidin-reichen Peptid (His-Tag), einem mehrfach geladenen Peptid, der Glutathion- 
S-Transferase (GST-Tag), einem F c -Teil eines Antikorpers, einer Immunglobulin-bindenden Domane, beispielswei- 
35 se Protein A oder Protein G oder ein Teil davon, einem Lecitin, einer Nukleinsaure-Bindestelle, einer Heparin- 

Bindestelle, einem spezifischen Liganden, einem spezifischen Rezeptor, einem Integrin, einem Cytokin oder einer 
Rezeptor-Bindungsdomane von einem Cytokin, Integrin oder Wachstumsfaktor, an einem Zelloberflachenrezeptor 
bindenden einzelkettigen Antikorper, einem Antikorper gegen Zelloberflachenstrukturen, einem Epitop und/oder 
einer antikorperbindenden Struktur. 

40 

1 0. Verwendung eines Strukturproteins nach einem der Anspruche 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB ein Peptid 
insertiert wird, das die Sequenz QAGTFALRGDNPQG hat. 

1 1 . Verwendung eines Strukturproteins nach einem der Anspruche 1 bis 1 0, dadurch gekennzeichnet, daB das Struk- 
45 turprotein mindestens eine weitere Mutation enthalt. 

12. Verwendung eines Strukturproteins nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die weitere(n) Mutation(en) 
eine Anderung der Infektiositat des Virus bewirkt. 

50 13. Verwendung eines Strukturproteins nach einem der Anspruche 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB die 
weitere(n) Mutation(en) eine Verringerung der Antigenitat des Virus bewirkt. 

14. Verwendung eines Strukturproteins nach einem der Anspruche 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB die 

weitere(n) Mutation(en) eine oder mehrere Deletion(en), eine oder mehrere Insertion(en) oder eine Kombination 
55 der genannten Modifikationen ist/sind. 

15. Verwendung eines Strukturproteins nach einem der Anspruche 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Insertion ein Zellmembranrezeptor-Ligand, ein Rep-Protein oder -Peptid, ein immunsuppressives Protein oder Peptid 
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und/oder ein Protein oder Peptid mit einem Signal zur Doppelstrangsynthese des Fremdgens ist. 

16. Verwendung eines Strukturp rote ins nach einem der Anspruche 11 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Insertion ausgewahlt ist aus einem Integrin, einem Cytokin oder einer Rezeptor-Bindungsdomane von einem Cytokin, 
Integrin oder Wachstumsfaktor, an einem Zelloberflachenrezeptor bindenden einzelkettigen Antikorper, einem An- 
tikorper gegen Zelloberflachenstrukturen, einer antikorperbindenden Struktur oder einem Epitop. 

1 7. Verwendung eines Strukturproteins gemaG einem der Anspruche 1 bis 1 6 in Form eines AAV-Partikels, insbesondere 
in Form eines AAV-Kapsids. 

Claims 

1. Use of a structural protein of adeno-associated virus (AAV) for the purification of AAV and/or AAV particles, char- 
acterised in that the structural protein contains at least one mutation in the form of an insertion which brings about 
a change in the chromatographic properties of the virus and which is located after at least one amino acid in the 
sequence selected from YKQIS SQSGA, YLTLN NGSQA, YYLSR TNTPS, EEKFF PQSGV, NPVAT EQYGS, 
LQRGN RQAAT, NVDFT VDTNG. 

2. Use of a structural protein according to claim 1 , characterised in that the change in the chromatographic properties 
facilitates an improvement in purification, especially enrichment of the virus, especially of the virus particles, to 
higher titres, purification to greater purity and/or more efficient purification. 

3. Use of a structural protein according to either one of claims 1 and 2, characterised in that the mutation does not 
bring about any appreciable reduction in the infectivity of the virus. 

4. Use of a structural protein according to any one of claims 1 to 3, characterised in that the mutated structural protein 
is capable of particle formation. 

5. Use of a structural protein according to any one of claims 1 to 4, characterised in that the mutated structural protein 
increases thermal stability. 

6. Use of a structural protein according to any one of claims 1 to 5, characterised in that it is selected from mutated 
VP1 , mutated VP2 and/or mutated VP3. 

7. Use of a structural protein according to any one of claims 1 to 6, characterised in that it is derived from AAV1, 
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5 and/or AAV6 as well as from other AAV serotypes derived therefrom, especially from 
AAV2. 

8. Use of a structural protein according to any one of claims 1 to 7, characterised in that there are inserted amino 
acids of a functional sequence that are especially suitable for affinity chromatography. 

9. Use of a structural protein according to claim 8, characterised in that the inserted amino acid sequence is selected 
from a ligand of a receptor or the receptor of a ligand, an antibody or part of an antibody, especially an antibody 
epitope, an antigen or antigen epitope, a hormone, a hormone receptor, an enzyme, an enzyme substrate, a lectin, 
sugar-bearing amino acids, especially from a histidine-rich peptide (His-Tag), a multiply charged peptide, glutathione- 
s-transferase (GST-Tag), an F c portion of an antibody, an immunoglobulin-binding domain, for example protein A 
or protein G or a portion thereof, a lecithin, a nucleic-acid-binding site, a heparin-binding site, a specific ligand, a 
specific receptor, an integrin, a cytokine or a receptor-binding domain of a cytokine, integrin or growth factor, single- 
chain antibodies binding to a cell surface receptor, an antibody to cell surface structures, an epitope and/or an 
antibody-binding structure. 

10. Use of a structural protein according to either one of claims 8 and 9, characterised in that there is inserted a 
peptide which has the sequence QAGTFALRGDNPQG. 

11. Use of a structural protein according to any one of claims 1 to 10, characterised in that the structural protein 
contains at least one further mutation. 
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1 2. Use of a structural protein according to claim 1 1 , characterised in that the further mutation(s) bring about a change 
in the infectivity of the virus. 

13. Use of a structural protein according to either one of claims 1 1 and 12, characterised in that the further mutation 
5 (s) bring about a reduction in the antigenicity of the virus. 

14. Use of a structural protein according to any one of claims 11 to 13, characterised in that the further mutation(s) 
is/are one or more deletion(s), one or more insertion(s) or a combination of the said modifications. 

10 15. Use of a structural protein according to any one of claims 11 to 14, characterised in that the insertion is a cell 
membrane receptor ligand, a Rep protein or Rep peptide, an immunosuppressive protein or peptide and/or a protein 
or peptide having a signal for double-strand synthesis of the foreign gene. 

16. Use of a structural protein according to any one of claims 11 to 15, characterised in that the insertion is selected 
15 from an integrin, a cytokine or a receptor-binding domain of a cytokine, integrin or growth factor, single-chain anti- 
bodies binding to a cell surface receptor, an antibody to cell surface structures, an antibody-binding structure or an 
epitope. 

17. Use of a structural protein according to any one of claims 1 to 16 in the form of an AAV particle, especially in the 
20 form of an AAV caps id. 



Revendications 

25 1. Utilisation d'une proteine structurale de virus adeno-associe (AAV) pour la purification d'AAV et/ou de particules 
d'AAV, caracterisee en ce que la proteine structurale contient au moins une mutation sous la forme d'une insertion, 
qui provoque une modification des proprietes chromatographiques du virus et qui est situee a la suite d'au moins 
un acide amine dans la sequence consistant en YKQIS SQSGA, YLTLN NGSQA, YYLSR TNTPS, EEKFF PQSGV, 
NPVAT EQYGS, LQRGN RQAAT ou NVDFT VDTNG. 

30 

2. Utilisation d'une proteine structurale selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la modification des proprietes 
chromatographiques permet une amelioration de la purification, en particulier un enrichissement du virus, de pre- 
ference des particules de virus, a un niveau plus eleve, une purification a une purete plus grande et/ou une purification 
plus efficace. 

35 

3. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que la 
mutation ne provoque pas de diminution considerable de I'infectivite du virus. 

4. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la 
^o proteine structurale mutee est capable de former des particules. 

5. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que la 
proteine structurale mutee augmente lastabilite thermique. 

45 6. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que 
ladite proteine est choisie dans le groupe comprenant la VP1 mutee, la VP2 mutee et/ou la VP3 mutee. 

7. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle 
est derivee d'AAVI , AAV2, AAV3, AAV4, AAV5 et/ou AAV6 ainsi que d'autres de ces serotypes d'AAV derives de 

50 ceux-ci, en particulier d'AAV2. 

8. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que des 
acides amines d'une sequence fonctionnelle y sont inseres, lesquels acides amines de preference conviennent 
pour la chromatographic d'affinite. 

55 

9. Utilisation d'une proteine structurale selon la revendication 8, caracterisee en ce que la sequence d'acides amines 
inseree estchoisie parmi un ligand d'un recepteurou le recepteurd'un ligand, un anticorps ou un fragmentd'anticorps, 
en particulier un epitope pour un anticorps, un antigene ou un epitope d'antigene, une hormone, un recepteur 
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hormonal, une enzyme, un substrat d'enzyme, une lectine, des acides amines portant des glucides, en particulier 
un peptide riche en histidine (His-Tag), un peptide a plusieurs charges, la glutathion-S-transferase (GST-Tag), un 
fragment F c d'un anticorps, un domaine de liaison aux immunoglobulines, par exemple la proteine A ou la proteine 
G ou un fragment de celle-ci, une lecithine, un site de liaison aux acides nucleiques, un site de liaison a I'heparine, 
un ligand specifique, un recepteur specifique, une integrine, une cytokine ou un domaine de liaison aux recepteurs 
d'une cytokine, d'une integrine ou d'un facteur de croissance, un anticorps a une seule chaTne se liant a un recepteur 
de surface cellulaire, un anticorps dirige contre des structures de surfaces cellulaires, un epitope et/ou une structure 
de liaison aux anticorps. 

0. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 8 ou 9, caracterisee en ce qu'y 
est insere un peptide de sequence QAGTFALRGDNPQG. 

1 . Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 1 a 1 0, caracterisee en ce que la 
proteine structurale contient au moins une autre mutation. 

2. Utilisation d'une proteine structurale selon la revendication 1 1 , caracterisee en ce que la ou les autres mutations 
provoquent une modification de I'infectivite du virus. 

3. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 11 ou 12, caracterisee en ce que 
laou les autres mutations provoquent une diminution considerable de I'antigenicite du virus. 

4. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 11 a 13, caracterisee en ce que 
la ou les autres mutations sont une ou plusieurs deletions, une ou plusieurs insertions ou une combinaison des 
modifications citees. 

5. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 11 a 14, caracterisee en ce que 
insertion est un ligand de recepteur membranaire, une proteine ou un peptide Rep, une proteine ou un peptide 
immunosuppresseur et/ou une proteine ou un peptide avec un signal pour la synthese en double brin du gene 
etranger. 

6. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 11 a 15, caracterisee en ce que 
I'insertion est choisie parmi une integrine, une cytokine ou un domaine de liaison aux recepteurs d'une cytokine, 
d'une integrine ou d'un facteur de croissance, un anticorps a une seule chaTne se liant a un recepteur de surface 
cellulaire, un anticorps dirige contre des structures de surfaces cellulaires, une structure de liaison aux anticorps 
ou un epitope. 

7. Utilisation d'une proteine structurale selon I'une quelconque des revendications 1 a 1 6 sous la forme d'une particule 
d'AAV, en particulier sous la forme d'une capside d'AAV. 
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